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Bcschrcibung 




Die Erfindung beirifft das im Anspruch 1 angcgcbcnc 
Verfahren zur Herstellung von RNA mit cincr vorgege- 
benen EigcnschafL Die AnsprQche 2 bis 4 betreffen v^us- 5 
gestahungen dieses Verfahrens. 

Dabei wird nach rekombinanter DNA-Technologie 
vorgegangen. Bei der bekannten rekombinanten DNA- 
Technologie wird zur Herstellung des Gens, das in die 
WirtszcIIen eingebracht wird, entweder natOrliche 10 
DNA zerschnitlen f um fremde DNA-Fragmente zu bil- 
den, oder es wird eine bestimmte fremde DNA aus ein- 
zelnen Nuklcotiden synthetisicrL Die fremde DNA, aus 
dem das Gen hergestellt wird, das in die Wiriszellen 
eingebracht wird, weist also in beiden Fallen eine defi- 
nierte Nukleotid-Sequenz auf. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren bereitzu- 
stellen, mit dem eine RNA erzcugt werden kann, die 
gegenGber den in der Natur vorkommenden RNAs 
Qberlegcne Eigenschaftcn aufweisL 

Dies wird erfindungsgemaQ mit dem im Anspruch 1 
gekennzeichneten Verfahren erreicht In den AnsprG- 
chen 2 bis 4 sind bevorzugte Ausgestaltungen des erfln- 
dungsgemSBen Verfahrens wiedergegeben. 

Nach der Erfindung kttnnen neue RNA-Sequenzen 25 
mit brauchbaren Eigcnschaften, insbesondere chemi- 
schen, biochemischen oder biologischen Eigenschaftcn, 
hergestellt werden. 

Es ist deshalb kiar, daQ die Erfindung eine sehr groBe 
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CCAATTCC 


3 ' 






J 


5 ' 


CAAGCI 1G 


3' 


5 • 


CCATATCG 


3 ' 


5' 


CATCCATG 


3' 



Es ist auch mGglich, Oligonukleotide zu verwenden, 
die eine Gruppe palindromischcr Heptamerer bilden, 
Sehr gute Ergebnissc werden erhalten unter Verwen- 
15 dung der folgenden Gruppe palindromischcr Heptame- 
rer: 
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5* 
5 1 



XTCCCGA 
XCTCCAG 
RCGTACC 



3 1 
3 1 
3 1 



worin X - A,G,CoderTund R- A oder T ist 

Nach einer Methode, um diese Verfahren zu verwen- 
den, die besonders vortcilhaft ist, isoiiert und reinigt 
man die transformicrende DNA der Piasmide aus einer 
Kultur unabh&ngiger Klone der transformicrten Wirts- 



zellen, die nach den obigen Verfahren erhalten wurden, 
Zahl von Anwendungen auf sehr vielen Gebieten der zq dann wird die gercinigte DNA durch mindestens ein 



Wissenschaft, Industrie und Medizin erSffnet. 

Die stochastischen Gene sind z, B. herstellbar durch 
stochastische Copolymerisation der vier Arten von De- 
oxyphosphonukleotiden A, C, G und T, von den zwei 
Enden eines anfanglich linearisierten Expressionsvek- 
tors, gefolgt von der Bildung koh&siver Enden in einer 
solchen Weise, um einen stochastischen ersten Strang 
von DNA zu bilden, der von einem Molektll des Expres- 
sionsvektors gebildet wird, das zwei stochastische Se- 



Restriktionsenzym geschnitten, das spezifischen enzy- 
matischen Schnittstellen entspricht, die in den palindro- 
mischen Octameren oder Heptamercn vorhanden sind, 
aber in dem verwendeten Expressionsvektor fehlen; auf 
35 dieses Schneiden folgt Inaktivierung des Restriktionsen- 
zyms, dann behandelt man das Ensemble der so erhalte- 
nen linearisierten stochastischen DNA-Fragmente 
gleichzeitig mit T4-DNA-Ligase in einer solchen Weise, 
um ein neues Ensemble von DNA zu bilden, das neue 



quenzen, desscn 3'-Enden komplement&r sind, besitzt, 40 stochastische Sequenzen enthalt, wobei dieses neue En- 



gefolgt von der Symhese des zweiten Stranges der sto- 
chastischen DNA. 

Nach einer andercn AusfGhrungsform werden die 
stochastischen Gene hergestellt durch Copolymerisa- 
tion von Oligonukleotiden ohne koh&sive Enden, in ei- 
ner Weise, um Fragmente stochastischer DNA zu bilden 
gefolgt von einer Ligierung dieser Fragmente an einen 
vorher linearisierten Expressionsvektor. 

Der Expressionsvektor kann ein Plasmid sein, insbe- 
sondere ein bakterielles Plasmid Hervorragende Er- 50 
gebnisse wurden unter Verwendung des Plasmid pUCS 
als Expressionsvektor erhalten. 

Der Expressionsvektor kann auch eine virale DNA 
oder ein Hybrid eines Plasmids und einer viralcn DNA 
sein. 

Die Wirtszellen kdnnen prokaryontische Zellen wie 
z, B. HB 101 und C 600 oder eukaryontische Zellen sein. 

Wenn das Verfahren gemaB der zweiten oben er- 
wahnten Ausfuhrungsform verwendet wird, ist es mog- 



semble deshalb eine Zahl stochastischer Gene enthalten 
kann, die grfl Ber ist als die Zahl der Gene in dem anfing- 
lichen Ensemble. Dieses neue Ensemble transformieren- 
der DNA verwendet man dann zur Transformierung 
45 der Wirtszellen und Klonierung dieser Gene und 
schlieBlich wendet man Screening und/oder Selektion 
an und isoiiert die neuen Klone der transformicrten 
Wirtszellen und schlieBlich werden diese kultiviert, um 
die RNA zu produzieren. 

GemlB einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das 
Kriterium zur Selektion der Klone transformierter 
Wirtszellen die F&higkeit dcrsclben bestimmte Peptide, 
Polypeptide oder Proteine zu exprimieren, die die Wir- 
kung eines biologisch aktiven MolekOls simulieren oder 
55 modifizieren, z. B. eines Proteins. Das Screening und/ 
oder die Selektion der Klone transformierter Wirtszel- 
len, die ein solches Peptid, Polypeptid oder Protein pro- 
duzieren, wird durchgefOhrt, indem man Antikdrper ge- 
gen das aktive Molekiil herstellt, dann diese Antikorper 



lich, Oiigonukleotide zu verwenden, die eine Gruppe $0 nach ihrer Reinigung verwendet, um die Klone, die die- 



palindromischer Octamerer bilden. 

Insbesondere gute Ergebnissc werden erhalten unter 
Verwendung der folgenden Gruppen von palindromi- 
scher Octamerer: 



ses Peptid, Polypeptid oder Protein enthalten, zu identi- 
fizieren. Nach Kukivieren der so identifizierten Klone. 
Abtrennen und Reinigen der durch diese Klone produ- 
zierten Peptide, Polypeptide oder Proteine kann man 
65 das Peptid, Polypeptid oder Protein einer in vitro-Un- 
tersuchung unterwerfen, um sicherzustellen, daQ es die 
Fahigkeit besitzt, die Wirkungen des Molekiils zu simu- 
lieren oder zu modifizieren. 
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GemaB cincr Abandcrung dcs Vcrfahrcns idenlifi- 
ziert und isoliert man die Klonc transformicrtcr Wirts- 
zellen, die Peptide oder Polypeptide mit den gewflnsch- 
ten Elgenschaften produzieren, durch Affinitatschroma- 
tographie gegen Antik6rper, die einem Protein, das 
durch den natQrlichen Teil des DNA-Hybrids exprimiert 
isuentsprechen. 

Im Fall, bci dem der natQrliche Teil der Hybrid-DN A 
ein Gen enthalt, das P-Galactosidase exprimiert, kann 
man z. B.die Klone der transformierten Wirtszellen vor- 
teilhafterweise durch Affinitatschromalographie gegen 
Anti-P-Galactosidase-Antik6rper identifizieren und iso- 
lieren. 

GemaG einer vorteilhaften AusfQhrungsform des er- 
findungsgemaGen Verfahrens bestehen die Wirtszellen 
aus Bakterien wie z. B. Escherichia coli, dessen Genom 
weder das natUrliche Gen, das P-Galactosidase expri- 
miert, noch das EBG-Gen enthalt, d. h. Z~ # EBG~ E. 
coli. Die transformierten Zellen werden in dem Medium 
in Gegenwart von X*gal und dem Indikator IPTG kulti- 
viert, und Zellen, die fUr P-Gaiactosidase-Funktionen 
positiv sind, werden bestimmt; danach wird fQr eine 
GroOkultur die transformierende DNA in ein geeigne- 
les Klon von Wirtszellen transplantiert, um mindestens 
ein Pcptid oder Polypeptid zu produzieren. 

Die als Kriterium zur Selektion der transformierten 
Wirtszellen dienende Eigenschaft kann auch die Fahig- 
keit der durch Kukivierung dieser Klone pro<iuzierten 
Polypeptide oder Proteine sein, an cine bestimmte Ver- 
bindung zu binden. 

Diese Verbindung kann vorteilhafterwcise insbeson- 
dere ausgewahlt scin unter Peptiden, Polypeptiden und 
Proteinen, insbesondere unter Proteinen, die die Trans- 
kriptionsaktivitat der DNA regulieren. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Her- 
stellung von RNA, gekennzeichnet durch gleichzeitigc 
Herstellung von Genen im gleichen Medium, die minde- 
stens teilweise aus stochastischen synthetischen Polynu- 
kleotiden aufgebaut sind, daO die so erhaltenen Gene in 
Wirtszellen eingebracht werden, um ein Ensemble 
transformierter Wirtszellen herzustellcn, daO die so her- 
gestellten Wirtszellen gleichzeitig kultiviert werden und 
daD Screening und/oder Selektion dieses Ensembles in 
einer Weise durchgefuhrt wird, um' die Wirtszellen zu 
identifizieren. die stochastische Sequenzen von RNA 
mit mindestens ciner gewOnschten Eigenschaft besitzen 
und daO die RNA aus den so identifizierten Wirtszellen 
isotiert wird. 

Die genannte Eigenschaft kann die Fahigkeit sein, 
eine bestimmte Verbindung zu binden, die z. B. ein Pep- 
tid oder Polypeptid oder Protein sein konntc. oder auch 
die Fahigkeit, eine bestimmte chemische Reaktion zu 
katalysieren, oder die Fahigkeit, eine Transfer-RN A zu 
sein. 

Das erfindungsgemaOe Verfahren sowie einige seiner 
Anwendungen wird nun, unter Bezugnahme auf nicht 
einschrankende Ausfuhrungsformen naher beschrieben. 

Zunachst werden insbesonders brauchbare Verfahren 
beschrieben. um die Synthese von stochastischen Genen 
durchzufuhren. und die Einfuhrung dieser Gene in Bak- 
terien, um Klone transformierter Bakterien zu bilden. 

I) Direkte Synthese eines Expressionsvektors 

a) Linearisierung des Vektors 

30u.g, das sind ca. 10 13 Molekule des pUC8 Expres- 
sionsvektors, werden durch Inkubation wahrend 2 Stun- 
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den bei 37°C mit 100 Einheitcn Pstl-Rcstriktionscnzym 
in tinem Volumen von 300 I dcs geeigneten Standard- 
puffers linearisiert. Der linearisierte Vektor wird mit 
Phenol-Chloroform behandelt, dann in Ethanol ausge- 
5 fallt, in einem Volumen von 30 1 aufgenommen und auf 
ein 0,8% Agarose-Gel in Standard TEB-Puffer aufge- 
bracht. Nach Wanderung in einem Feld von 3V/cm wah- 
rend 3 Stunden wird der linearisierte Vektor elektrover- 
dOnnt, in Ethanol ausgefallt und in 301 Wasser aufge- 
io nommen. 

b) Stochastische Synthese unter Verwendung des 
Erizyms Terminal Transferase (TdT) 

15 30 u.g des linearisierten Vektors werden 2 Stunden 
lang bei 37°C mit 30 Einheiten TdT in 300 1 des geeigne- 
ten Puffers in Gegenwart von 1 mM dGTP, 1 mM dCTP, 
0,3 mM dTTP und 1 mM dATP reagieren gelassen. Die 
niedrigere Konzentration von dTTP wird gewahlt, um 
20 die Haufigkeit von "Stop w *Codons in der enisprechen- 
den Messenger RNA zu verringern. Ein ahnliches Re- 
sultat, obleich etwas ungQnstiger, k^nn erhalten werden 
durch Verwendung einer niedrigeren Konzentration 
von dATP als die der anderen Desoxynukleotid-Tri- 
25 phosphate, Der Verlauf der Polymerisation an dem 
3'-Ende der Pstl-Stellen wird durch Analyse aliquoter 
Anteile an einem Gel verfolgu die wahrend des Verlau- 
fes der Reaktion entnommen werden. 
Wenn die Reaktion einen mittleren Wert von 300 
30 Nukleotidcn pro 3'-Ende erreicht oder durchlauft, wird 
sic abgebrochen und die freien Nukleotide werden von 
dem Polymeren durch differenzicllc Ausfallung oder 
durch Leiten Ober eine Saule, die ein Molekularsieb wie 
z. B. Biogel P60 enthalt. getrennt Nach Konzcntrierung 
35 durch Ausfallung in Ethanol werden die Polymeren ei- 
ner weiteren Polymerisation mit TdT unterworfen, zu- 
erst in Gegenwart von dATP, dann in Gegenwart von 
dTTP. Diese letzten zwei Reaktionen werden durch eine 
Filtration an einem Gel getrennt und werden in kurzen 
40 Intervallen (30 Sekunden bis 3 Minuten) durchgefQhrt, 
um aufcinanderfolgend 10 bis 30 A, gcfolgt von 10 bis 30 
Tden 3'-Enden der Polymeren zuzufilgen. 

c) Synthese des zweiten Stranges von stochastischer 
45 DNA 

Jedes Molekttl des Vektors besitzt an dem Ende des 
vorhergehenden Durchlaufes zwei stochastische Se- 
quenzen, dessen 3'-Enden komplementar sind. Die Mi- 
50 schung der Polymeren wird deshalb unter Bedingungen 
inkubiert, die die Hybridisierung der komplementaren 
Endcn begunstigen (150 mM NaCI, 10 mM Tris-HCI, pH 
7,6, 1 mM EDTA bei 65°C wahrend 10 Minuten, gefolgt 
von einer Erniedrigung der Temperatur auf 22°C mit 
55 einer Geschwindigkeit von 3 bis 4°C pro Stunde). Die 
hybridisierten Polymeren werden dann mit 60 Einheiten 
des groCen Fragmentes (Klenow) von Polymerase 1 in 
Gegenwart der vier Nukleotid-Triphosphate (200 mM) 
bei 4°C wahrend 2 Stunden umgesetzt. Diese Stufe be- 
so wirkt die Synthese des zweiten Stranges aus den 3'-En- 
den der Hybrid-Polymeren. Die Molekule, die aus dieser 
direkten Synthese, ausgehend vom linearisierten Vek- 
tor, resultieren, werden danach verwendet, um kompe- 
tente Zellen zu transformieren. 

65 

d) Transformierung kompetenter Klone 
100 bis 200 m! von kornpetentem HB101 von C600 
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werden bci dcr Konzcnlration von 10 10 Zcilcn/ml mit 
der stochastitchenDN A- Preparation (von obcn) in Ge- 
gcnwart von 6 mM CaCb, 6 mM Tris-HCl, pH 8, 6 mM 
MgCI: 30 Minutcn bci 0°C inkubicrL Die Mischung wird 
cincm Tcmpcraturschock von 3 Minutcn bei 37°C un- 5 
terworfen, gcfolgt von dcr Zugabc von 400 bis 800 ml 
NZY Kulturmedium ohne Antibiotika* 

Die transformierte Kultur wird bci 37°C wahrend 16 
Minutcn inkubiert, dann auf 101 durch Zugabe von 
NZY-Medium, das 40 (ig/ml Ampicillin enthalt, ver- 10 
dunnt Nach 3 bis 5 Stunden Inkubation bei 37°C wird 
die verstarkte Kultur zentrifugiert und die Pellets der 
transformierten Zellen lyophilisiert und bei — 70°C auf* 
bcwahrt Eine solche Kultur enthalt 3 x 10 7 bis 10* unab- 
hangige Transformantcn wobci jeder ein einziges sto- 15 
chastisches Gen enthalt, eingefugt in den Expressions- 
vektor. 

II)Synthcse stochastischcr Gene, ausgehend von 

Oligonukleotiden ohne kohasive Enden 20 

Dieses Verfahren basicrt auf der Tatsache, daB die 
Polymerisation von vernunftig gewahltcn palindromi- 
schen Oligonukleotiden den Aufbau von stochastischen 
Zellen ermoglicht, die kein "Stop"- Cod on in einem der 6 25 
mttglichen Leserahmen besitzen, wahrend sie gleichzei- 
tig eine ausgeglichene Reprasentation von Triplets, die 
alle Aminosauren spczifizicren, sicherstellen. Urn eine 
Wiederholung von Sequenzmotiven in den entstehen- 
den Proteinen zu vermeiden, konnen die Oligonukieoti- 30 
de weiters eine Zahl von Basen enthalten, die kcin viel- 
faches von 3 ist. Das folgcnde Beispiel beschreibt die 
Verwendung einer der moglichen Kombtnationen, die 
diese Kriterien erfullen: 

35 

a) Wahl einerGruppc von Oktamcren 
Die Gruppe der folgendcn Oligonukleotidc: 

40 

5 1 CGAATTCC 3 1 

5 ' GGTCGACC 3 • 

5 1 CAACCTTG 3 1 45 

5 ■ CCATATCG 3 ■ 

5 ' CATCGATC 3 1 

setzt sich aus 5 Paiindromen (also selbstkomplementa- 50 
ren Sequenzen) zusammen, bci denen es leicht ist sicher- 
zustellen. daB ihre stochastische Polymerisation nicht 
irgendweiche *"Stop"-Codon$ hervorruft, und spezifi- 
ziert alle Aminosauren. 

Man kann seibstverstandlich andere Gruppen palin- 55 
dromischer Octamerer verwenden. die nicht irgendwei- 
che "Stop"*Codons hervorrufen und alle Aminosauren 
spezifizieren, die in Polypcptiden gefunden werden. Es 
ist seibstverstandlich auch moglich, nicht palindromi- 
sche Gruppen von Octameren zu verwenden unter der so 
Bedingung. daB ihre Komplcmente, die doppelstrangige 
DNA bilden.auch verwendet werden. 

b) Aufbau eines stochastischen Gens aus einer Gruppe 

von Octameren 65 

Eine Mischung. die 5 ug jedes der oben angegebenen 
Oligonukleotidc enthalt (vorher an der 5'-Steile durch 
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ein Standardverfahren phosphoryliert) wird in einem 
Volumen von 100 uJ. das 1 mM ATP, 10% Polyethylen- 
glykol und 100 Einheiten T4 DNA-Ligase in dem geeig- 
neten Puffer enthalt, bei 13°C wahrend 6 Stunden um- 
gesctzL Diese Stufe bewirkl die stochastische Polymeri- 
sation der Oligomercn im doppelstrangigen Zustand oh- 
ne kohasive Enden. Die entstehenden Polymeren war- 
den durch Laufenlassen Uber ein Molekularsieb (Biogel 
P60) isoliert, wobei diejenigen mit 20 bis 100 Oligome- 
ren crhalten werden. Nach Konzentricrung wird diese 
Fraktion wieder einer Katalyse oder Polymerisation 
durch T4 DNA-Ligase unter den oben beschriebenen 
Bedingungen unterworfen. Danach werden, wie oben 
beschrieben, diejenigen Polymere isoliert, die aus min* 
destens lOOOligomeren aufgebaut sind. 

c) Herstellung des Wirtsplasmids 

Der pUC8-Expressionsvektor wird durch Smal-En- 
zym in dem geeigneten Puffer, wie oben beschrieben, 
linearisiert. Der durch SMa 1 linearisierte Vektor besitzt 
keine kohasiven Enden. Der,so linearisierte Vektor wird 
mit alkalischer Kalbcrmagenphosphatase (CIP) bei ei- 
nem Gehalt von einer Einheit pro mg des Vektors in 
dem geeigneten Puffer bci 37°C 30 Minuten lang behan- 
delu Das CIP-Enzym wird danach mittels zweicr aufein- 
anderfolgender Extraktionen mit Phenol-Chloroform 
inaktiviert Der linearisierte und dephosphorylierte 
Vektor wird in Ethanol ausgefallt, dann mil 1 mg/ml in 
Wasser wieder gelost. 

d) Ligierung von stochastischen Genen an den Vektor 

** m 

Aquimolare Mengen des Vektors und Polymers wer- 
den gemischt und in Gegenwart von 1000 Einheiten T4 
DNA-Ligase. 1 mM ATP, \0% Polyethylenglykol in 
dem geeigneten Puffer 12 Stunden lang bei 13°C inku- 
bierL Diese Stufe ligiert die stochastischen Polymeren in 
den Expressionsvektor und bildet doppelstrangige, 
kreisfttrmige MolekGle, die deshalb zur Transformation 
geeignet sind. 

Transformation kompetenter Klone 

Die Transformation kompetenter Klone wird in der 
vorstehend beschriebenen Weise durchgefuhrt. 

Ill) Aufbau stochastischer Gene, ausgehend von einer 
Gruppe von Heptameren 

Dieses Verfahren unterscheidet sich von dem gerade 
beschriebenen dadurch, daB man palindrome Heptame- 
re verwendet, die variable kohasive Enden besitzen, an- 
stelle der stochastischen Sequenzen. die eine geringere 
Anzahl identischer Motive enthalten. 

a) Wahl einer Gruppe von Heptameren 

Es isu als ein Beispiel. moglich, die folgenden drei 
palindromischen Heptameren zu verwenden: 

5 ' XTCGCGA 3 1 
5 » XCTCCAG 3 1 
5 1 RGGTACC 3 ' 

worin X - A, G, C, oder T und R - A oder T, und worin 
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Hinblick auf ihrcn Promotor, Punlamutationen odcr 
Vcrwcndung von Wirtszcllen, die cine oder mehrere 
Suppressor-tRNAs exprimieren. 

Unter BerOcksichtigung dcr obigen Beschrcibung ist 
es klar, daB es moglich ist, in vitro cine extrem groBe 
Zahl (z, B. mehr als eine Billion) verschiedener Gene 
durch enzymatische Polymerisation von Nukleotiden 
oder von Oligonukleotiden zu konstruieren. Diese Poly- 
merisation wird in einer stochastischen Wcise durchge- 



die Polymerisation nicht irgendwckhc *Stop"-Codons 
bilden kann und Triplets bildct, die alle Aminosauren 
spezifiziercn. Es ist selbstverstandiich moglich, andere 
Gruppen von Heptameren zu verwenden, die diese glei- 
chen Bedingungen erfOllen. 

b) Polymerisation einer Gruppe von Heptameren 

Diese Polymerisation wird in genau dergleichen Wei- 
se durchgefiihrt, wie sie oben fOr Octamere beschrieben io fuhrt, wie sie bestimmt wird durch die jeweiligen Kon- 
isL zentrationen der Nukleotide oder Oligonukleotide, die 

in der Reaktionsmischung vorhanden sind. 
c) Eliminierung kohSsiver Enden Wie vorstehend gezeigt, kfcnnen zwei Verfahren ver- 

wendet werden, urn solchc Gene (oder kodierende Se- 
Die so crhaltenen Polymeren haben an ihren zwei 15 quenzen) zu klonieren: die Polymerisation kann direkt 
5'-Enden eine ungepaarte Base. Es ist deshalb notwen- an einem klonicrcnden Expressionsvektor durchgefQhrt 
dig, die komplementare Base an den entsprechenden 
3'-Enden anzufflgen. Dies wird wie folgt ausgefOhrt: 
10 ug der doppelstrangigen Polymeren werden mit 10 
Einheiten des Klenow-Enzyms in Gegcnwart der 4-De- 20 
oxynukleotid-phosphate (200 mM) in einem Volumen 



von 100 jil bei 4°C wahrend 60 Minutcn umgesetzL Das 
Enzym wird durch Phenol-Chloroform-Extraktion inak- 
tiviert und d : ~ ??!ymeren werden von den verbliebenen 
freien Nukleotiden durch differcntielle Ausfallung ge- 
reinigu Die Polymeren werden dann an das Wirtsplas- 
mid (vorhcr linearisiert und dcphosphoryliert) gemSB 
dem oben beschriebenen Verfahren ligieru 
Es ist festzustellen, daQ die zwei ietztbeschriebenen 
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werden, der vorher linearisiert wurde; oder es ist n\6g- 
Iich, auf die Polymerisation dann die Ugierung der Poly- 
meren auf dem Expressionsvektor folgen zu lassen. 

In den zwei Fallen ist die nfcehste Stufe die Transfor- 
mation oderTransvektion kompetenter Bakterienzellen 
(oder Zcllen in Kultur). Diese Siufe konstituiert die Klo- 
nterung der stochastischen Gene in Icbenden Zellen, wo 
sie unbegrenzt vermehrt und exprimiert werden. 

Es ist klar, daQ zusatzlich zu den vorstehend beschrie- 
benen Verfahren es mttglich ist, allc anderen Verfahren 
zu verwenden, die geeignet sind zur Synthese stochasti- 
scher Sequenzen. Insbesondere ist es mtfglich, die Poly- 
merisation von einzelstr^ngigen Oligomeren der DNA 



Verfahren palindromtsche Octamere oder Heptamcre 30 oder RNA, erhalten durch chemische Synthese, durch 



biochemische Mittel durchzufdhren, dann diese Scg< 
mcnte von DNA oder RNA nach bewahrten Verfahren 
zu behandeln, urn doppelstrSngige DNA (cDNA) auszu- 
bilden, um solche Gene zu klonieren. 

Screening oder Selcktion von Klonen transformiener 

Wirtszellen 

Die weitere Stufe des erfindungsgemaOen Verfahrens 
isoiiert. Nachdem diese DNA gereinigt ist, wird sie teil- aq besteht in der PrOfung der transformierten oder trans- 
weise von Clal-Restriktionsenzym (Verfahren II) oder fektierten Zellen durch Selektion oder Screening, um 
von Pst 1-Restriktionsenzym (Verfahren III) verdaut eine oder mehrere Zellen zu isolieren, deren transfor- 
Nach Inaktivierung des Enzyms wird die teilweisc ver- mierende oder transfektierende DNA zur Synthese ei- 
daute DNA mit T4-DN A-Ligase behandelt, die die Wir- nes Transkriptionsproduktes (RNA) oder Translations- 
kung hat, eine sehrgroBe Zahl neuer Sequenzen hervor- 45 produktes (Protein) fQhrt, das die gewunschte Eigen- 
zurufen, wahrend die fundamentalen Eigenschaften der schaft besitzt. Diese Eigenschaften kdnnen z. B. enzy- 



verbinden, die spezifische Stellen von gewissen Restrik- 
tionsenzymen bilden. Diese Stellen fehlen zum groBten 
Teil im pUC8-Expressionsvektor. Es ist deshalb moglich, 
die Komplcxitat einer anfanglichen Praparation von 
stochastischen Genen betrachtiich zu vcrmehren, wenn 35 
man nach dem folgenden Weg vorgeht: Die Plasmid- 
DNA, die sich von der Kultur von 10 7 unabhangigen 
Transformanten, die nach einer dcr bciden Ictzten oben 
beschriebenen Verfahren erhalten wurde, ableitet, wird 



anfanglichen Sequenzen bewahrt bleiben. Dieses neue 
Ensemble stochastischer Sequenzen kann dann verwen- 
det werden, um kompetente Zellen zu transformieren. 



matischer, funktioneller oder struktureller Natur sein. 

Einer der wichtigsten Aspekte des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens ist es, daQ es das gleichzeitige Screening 



Zusatzlich k6nnen die nach dem Verfahren II und III 50 oder Selektion eines verwertbaren Produktes (RNA) 



klonierten stochastischen Gene in intakter Form aus 
dem pUC8-Expressionsvektor unter Verwendung von 
Restriktionsstellen herausgeschnitten werden, die zu 
dem klonierenden Vektor gehSren und in den stochasti- 
schen DNA-Sequenzcn nicht vorhanden sind. 

Die Rekombinierung inncrhalb der durch die zwei 
gerade beschriebenen Verfahren gebildeten stochasti- 
schen Gene, die aus der internen Homologie aufgrund 
der wiederkehrenden molekularen Motive resultieren, 
ist eine wichtige zusatzliche Methode, um in vivo Muta- 
genese der kodierenden Sequenzen zu erreichen. Dies 
ergibt eine Vermehrung der Zahl neuer Gene, die ge- 
pruf t werden konnen. 

SchlieBIich ist es fur alle Verfahren zur Schaffung 



oder Protein) und des Gens, welches dieses Produkt 
produziert, ermGglicht. 

Wir werden nun. als nicht einschrankende Beispiele, 
bevorzugte Verfahren zum Screening oder zur Selek- 
55 lion von Klonen transformiener Zellen beschreiben, die 
soicher Art sind, daB die neuen Proteine vom Stand- 
punkt industrieller oder medizinischer Anwendungen 
von Interesse sind. 

Eines dieser Verfahren beruht auf der Idee der Her* 
60 stellung oder des Erhalts polyklonater oder monoklona- 
ler Antikdrper durch bewahrte Techniken, die gegen ein 
Protein oder einen anderen Typ eines Molekuls von 
biochemischem oder medizinischem Interesse gerichtet 



sind, wobei dieses Molekul immunisierend ist oder ge- 
neuer syruhetischer Gene mttglich. eine Zahl allgemein 65 macht wurde und nachfolgende Verwendung dieser An- 
ublicher Verfahrensweisen zu verwenden, um Gene in tiktfrper als Proben, um unter der sehr groBen Zahl von 
vivo oder in vitro zu modifizieren, wie z. B. eine Ande- Klonen. die durch stochastischc Gene transformiert 
rung des Leserahmens, Inversion von Sequenzen im wurden, diese zu identifizieren. dessen Protein mit die- 
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sen Antikorpern rcagicrL Dicsc Rcaktion ist cin Ergeb- 
nis cincr strukturellen Homologic. die zwischen dem 
durch die stochastischen Gene synthetisierten Polypep- 
tid und dem anfanglichen MolekQl besteht. Es ist auf 
diese Weise mtfglich, zahlreiche neuc Proteine zu isolie- 
ren, die als epitope oder antigene Determinantcn auf 
dem anfanglichen MolekOl wirken. Solche neucn Prote- 
ine neigen dazu, die Wirkung des anfanglichen MolekUls 
zu simulieren, stimulieren, rnodulieren oder zu blockie- 
rcn. Es ist verstandtich, daB dieses Miltcl von Selektion 
oder Screening selbst sehr viele pharmakologische und 
biochemische Anwendungen haben kann. Nachfolgend 
beschreiben wir als nicht einschr&nkendes Beispiel diese 
erste Verfahrensart in eincm konkreten Fall: 

EGF (epidermal growth factor) ist ein kleines Protein, 
das im Blut vorhanden ist, desscn Rolle es ist, das 
Wachstum von Epithelzellen zu stimulieren. Diese Wir- 
kung wird durch die Wechselwirkung von EGF mit ei- 
nem spezifischen Rezeptor erhaiten, der sich in der 
Membran der Epithelzellen befindet. 

Gegen EGF gerichtete Antikflrper werden herge- 
stellt, indem man Tiere mit an KLH (keyhole limpet 
hemocyanin) gekuppeltes EGF in Tiere injiziert, urn die 
Immugenitat des EGF zu erhohen. Die Anti-EGF-Anti- 
kttrper der immunisierten Tiere werden gcreinigt, z. B. 
durch Leiten Qber eine Affinitatssaule, worin der Ligand 
EGF oder ein synthetisches Peptid.das cinem Fragment 
von EGF entspricht, isL Diese gcreinigtcn Anti-EGF- 
Antikttrper werden an einem festen Trfiger als Proben 
verwendet, urn eine groGe Zahl von durch Chloroform 
gelysten Bakterienklone zu screenen. Die Anti-EGF- 
Antikttrper binden solche stochastischen Peptide oder 
Proteine, deren Epitope dencn des anfanglichen 
gens gleichen. Die solche Peptide oder Proteine enthal- 
tenden Klone werden durch Autoradiographic nach In- 
kubation des festen Trfcgers mit radioaktivem Protein A, 
oder nach Inkubation mit einem radioaktiven Anti-Anti- 
korper- Antik6rper sichtbar gemacht 

Diese Stufen identifizieren solche Klone, von denen 
jedes ein Protein (und sein Gen) enthait. das mit dem 
screenenden Antiktfrper reagiert Es ist m6glich, unter 
einer sehr groGen Zahl von Bakterienzellen-Kolonien 
oder viralen Plaques (z. B. in der Gr6Benordnung von 
einer Million) zu screenen und es ist mttglich, extrem 
kleine Mengen des Proteinproduktes, in der GrSBen- 
ordnung von I ng, festzustellcn. Danach werden die 
identifizierten Klone kultiviert und die so bestimmten 
Proteine werden auf konventionellen Wegcn gereinigt 
Diese Proteine werden in vitro in Epithelzellen-Kultu- 
ren getestet um zu bestimmen, ob sie die Wirkungen 
von EGF auf diese Kulturen inhibieren, simulieren oder 
rnodulieren. Unter den so erhaltenen Proteinen kttnnen 
einige fur die chemoiherapeutische Behandlung von 
Hautkrebs verwendet werden. Die Wirkungen der so 
erhaltenen Proteine k6nnen durch Mutation der fOr die 
Proteine kodierenden DNA verbessert werden auf We- 
gen, die denen der oben beschriebenen analog sind. Eine 
Variame dieses Verfahrens besteht in der Reinigung 
dieser stochastischen Peptide, Polypeptide oder Prote- 
ine. die als Impfstoffe verwendet werden kSnnen, oder 
allgemeiner dazu, eine Imrnunitat gegen ein pathogenes 
Mittel zu ubertragen oder andere Wirkungenauf das 
immunologische System auszuiiben, z. B. um im Hin- 
blick auf ein bestimmtes Antigen eine Toleranz zu 
schaffen oder die Oberempfindlichkeit zu verringern, 
insbesondere aufgrund der Bindung dieser Peptide, 
Polypeptide oder Proteine mit den gegen dieses Anti- 
gen gerichteten Antikorpern. Es ist klar. daQ es moglich 
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30 



ist, solche Peptide, Polypeptide oder Proteine in vitro 
sowie in vivo zu verwenden. 

Genauer ausgedrOckt hat in dem Ensemble neuer 
Proteine, die mit den Antikttpern gegen ein bestimmtes 
Antigen X reagieren, jedes mindestens ein Epitop zu- 
sammen mit X, so daQ das Ensemble ein Ensemble von 
Epitopen zusammen mit X besitzt Dies erlaubt die Ver- 
wendung des Ensembles oder Sub-Ensembles als Impf- 
stoff, um lmmunitat gegen X zu Obcrtragen. Es ist z. B. 
einfach, ein oder mehrere der Capsid-Proteine des He- 
patitis B Virus zu reinigen. Diese Proteine kttnnen dann 
in ein Tier injizicrt werden, z, B. ein Kaninchen, und die 
dem anfanglichen Antigen entsprechenden AntikoTper 
kttnncn durch Affinitatss&ulen-Reinigung gewonnen 
15 werden. Diese AntikOrper kSnnen, wie oben beschrie- 
ben, verwendet werden, um Klone zu identifizieren, die 
mindestens ein Protein produzieren, das ein Epitop be- 
sitzt, das mindestens einem der Epitope des anfangli- 
chen Antigens ahnelt Nach Reinigung werden diese 
20 Proteine als Antigene verwendet (entweder allein oder 
in Kombination), mit dem Ziel, Schutz gegen Hepatitis B 
zu Ubertragen. Die endgllitigeHerstellung des Impfstof- 
fes erfordert keinen weiteren Zugang zu dem anfangli- 
chen pathogenen Mittel. 

Nachfolgend sind die Prinzipien und Verfahren zur 
Selektion von Pcptiden oder Polypeptiden und der ent- 
sprechenden Gene beschrieben gemAQ einem zweiten 
Verfahren des Screenings und der Selektion, das auf der 
Bestimmung der Fahigkeit dieser Peptide oder Polypep- 
tide beruht, eine spezifische Reaktion zu katalysieren. 

Als ein konkretes und nicht einschrankendes Beispiel 
wird das Screening oder die Selektion in dem besonde- 
ren Fall eines Proteins beschrieben, das fahig ist, die 
Spaltung von Lactose zu katalysieren, eine Funktion, die 
normalerweise von dem Enzym p-Galactosidase (P-gal) 
erfUllt wird. 

Wie vorstehend beschrieben, besteht die erste Stufe 
des Verfahrens in der Schaffung eines sehr groBen En- 
sembles von Expressionsvektoren von denen jeder ein 
bestimmtes neues Protein exprimiert. Im konkreten Fall 
kann man z. B. den pUC8-Expressionsvektor wahlen, 
mit Klonieren stochastischer Sequenzen von DNA in 
der Pstl-Restriktionsstelle. Die so erhaltenen Plasmide 
werden dann in ein Klon von E coli eingebracht, von 
dessen Genom das natQrliche Gen fOr p-Galactosidase, 
Z und ein zweites Gen EBG, das zum ersten in keiner 
Beziehung steht aber dazu fahig ist, in Richtung P-gal- 
Funktion zu mutieren, beide durch bekannte genetische 
Methoden entfernt wurden. Solche Wirtszellen (Z~, 
EBG") sind fur sich nicht fahig, die Lactose-Hydrolyse 
zu katalysieren und als Konsequenz Lactose als Kohlen- 
stoffquelle fur das Wachstum zu verwenden. Dies er- 
laubt die Verwendung solcher Wirtsklone fur das Scree- 
ning oder die Selektion fur p-gal-Funktion. 

Eine zweckmaBige biologische Prufung zur Analyse 
transformierter E coli Klone auf solche, die neue Gene, 
die eine p-gal-Funktion exprimieren, besteht in der Kul- 
tur von wie beschrieben transformierten Bakterien in 
Petrischalen, die X-gal in dem Medium enthalten. In 
diesem Fall werden alle Bakterienkolonien. die eine 
P-gal-Funktion exprimieren, als blaue Kolonien sichtbar 
gemacht. Unter Verwendung einer solchen biologischen 
Prufung ist es moglich, sogar schwache katalytische Ak- 
tivitat festzustellen. Die spezifische Aktivitat von cha- 
rakteristischen Enzymen liegt im Bereich von 10 bis 
10 000 Produktmolekulen pro Sekunde. 

Unter der Annahme, daB ein durch ein stochastisches 
Gen synthetisiertes Protein eine schwache spezifische 
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Akuvitit besitzt in dcr Gr6Gcnordnung von cincm Mo- 
IckQl pro 100 Sekundcn, blcibt cs moglich, cine solchc 
katalytische Aktivitat zu bestimmen. In einer Petrischa- 
!c t die im Medium X-gal enthall und in Gegenwart des 
nicht metabolisierbarerr Inducer IPTG (Isopropyl- 
D-thiogalactosid) erfordert die Sichtbarmachung ciner 
blaucn Region die Spahung von ca. 10 10 bis 10 n Mole- 
kQlen an X-gal pro mm 2 . Eine Bakterienkoionic. die ein 
schwaches Enzym exprimiert und eine Obcrflache von 
1 mm 2 einnimmt, hat ca. 10 7 bis 10 s Zeilen. Wenn jede 
Zelle nur eine Kopie des schwachen Enzyms besitzt, 
wOrde jede Zelle zur Katalyse der Spaltung zwischen 
10 000 und 100 von X-gal benotigen, urn bestimmt zu 
wcrden, was zwischen 2,7 und 270 Stunden erfordern 
wflrde. Da es untcr selektiven Bedingungen mSglich ist, 
die Zahl der Kopien jedes Plasmids pro Zelle auf 5 bis 20 
Kopien pro Zelle zu verstarken oder sogar auf 100 oder 
1000 und wcil bis zu 10% des Proteins der Zelle durch 
das neue Gen spezifiziert wcrden kann, ist die zur Be* 
stimmung einer blaucn Kolonic im Fall von 100 Enzym- 
molekQlen schwacher Aktivitat pro Zelle bcnGtigte Zeit 
in der GrdQenordnung von 0,27 bis 2 t 7 Stunden. 

Als Konsequenz dieser Tatsachen ist das Screening 
einer sehr groQen Zahl unabhangiger Bakterienkolo- 
nien, von denen jede ein verschiedenes neues Gen expri- 
miert und die Verwcndung der Fahigkeit, eine P-gal- 
Funktion zu exprimieren, als Sclektionskriterium voll 
mttglich. Es ist mCglich, das Screening von ca. 2000 Ko- 
lonicn in einer Petrischaie von 10 cm Durchmesser 
durchzufQhren. So konnen ca. 20 Miilionen.Kolonien auf 
einem Blatt von X-gal-Agar von 1 m 2 gescreent werden. 

Es ist festzustellen, daQ Baktericnkolonien, die auf 
X-gal-Petrischalen blau erscheinen, falsche Positive sein 
konnten, aufgrund einer Mutation in dem Bakterienge- 
nom, die die Fahigkeit, Lactose zu mctabolisieren, dar- 
auf ubertragt oder aus anderen GrQndcn als denen, die 
aus einer kataiytischen Wirkung des neuen, durch die 
Zcllcn dcr Kolonie exprimierten Proteins resuitieren. 
Solche falschen Positive kttnnen direkt eliminiert wer- 
den durch Reinigung der DNA des Expressionsvektors 
von der positiven Kolonie und Retransformierung von 
Z", EBG", E coli-Wirtszellen. Wenn die p-gal-Aktivitat 
auf dem durch das neue Gen in dem Expressionsvektor 
kodierte Protein bcruht, werden alle die durch diesen 
Vektor transformierten Zeilen P-gal-Funktion zeigen. 
!m Gegensatz dazu ist es eine seltene Erscheinung und 
unabhangig von der Transformation, wenn die anfangii- 
che blaue Kolonie auf einer Mutation im Genom der 
Winszelie beruht und deshalb wird die Zahl der Zeilen 
des neuen Klons von transformiertem E. coli, die zur 
Exprimierung der p-gal-Funktion fahig sind, klein oder 0 



Genom-Mutation sein wcrden. Die Massenreinigung 
dcr Expressionsvektoren von den insgesamt 220 positi- 
ven bakteriellen Klonen, gefolgt von der Retransforma- 
tion naivcr Bakterien mit der Mischung dieser Expres- 
5 sionsvektoren wird eine groQe Zahl positiver Klone 
produzieren, die aus alien diesen Bakterien bestehen, die 
mit den 20 Expressionsvektoren transformiert sind, die 
fQr die neuen Proteine kodicren, die die gewQnschte 
Funktion besitzen und eine sehr kleine Zahl von baktc- 
10 riellen Klonen, die aus genomischen Mutationen resui- 
tieren und die 200 Expressionsvektoren enthalten, die 
nicht von Interessc sind. Eine kleine Zahl von Reini- 
gungszyklcn von Expressionsvektoren von positiven 
bakteriellen Kolonien, gefolgt von einer solchen Re- 
15 transformation, erlaubt die wirklich positive Bestim- 
mung sehr seltener Expressionsvektoren fQr eine ge- 
wQnschte katalytische Aktivitat, trotz einer hohen Hin- 
tergmndrate von Mutationen in den Wirtszellen fQr die 
gleiche Funktion. 
20 Es ist moglich, dieses Screeningverfahren fQr irgend- 
eine enzymatische Funktion anzuwenden, far die eine 
geeignete biologische PrQfung existiert FQr solche 
Screenings ist es nicht notwendigrdaO die enzymatische 
Funktion, die gesucht wird, fQr die Wirtszelle brauchbar 
25 ist Es ist moglich, die Screenings nicht nur fQr cine 
enzymatische Funktion auszufQhren, sondern fQr ir- 
gendeine andere gewQnschte Eigenschaft, fQr die cs 
moglich ist, eine geeignete biologische PrQfung zu 
schaffen. Es ist deshalb sclbst in dem einfachen Fall 
30 einer p-gal-Funktion, die an ciner X-gal-PetripIatte 
sichtbar gemacht wird moglich, ein Screening in der 
GroGenordnung von 100 Millionen oder sogar einer Bil- 
lion neucr Gene fQr eine katalytische Aktivitat oder 
irgendcine andere gewQnschte Eigenschaft durchzufQh- 
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Selektion transformierter Wirtszellen 



sein. 



Die Leistung der gleichzeitigen Massenreinigung al- 
ler Expressionsvektoren all den positiven Klonen (blau), 
gefolgt von Retransformierung naiver Bakterien sollte 
hervorgehoben werden. Unter der Annahme, daQ es das 
Ziel ist, ein Screening durchzufuhren. urn Proteine zu 
selektieren, die eine katalytische Funktion besitzen und 
daQ die Wahrscheinlichkeit. daQ ein neues Peptid oder 
Polypeptid diese Funktion mindestens wochentlich aus- 
fiihrt, ist 10 -6 , wlhrend die Wahrscheinlichkeit. daQ ein 
Klon des bakteriellen E coli- Wins einer Mutation un- 
terliegt, die ihn dazu befahigt. die gleiche Funktion aus- 
zuuben, 10" 5 ist, dann kann errechnet werden, daQ un- 
ter 20 Millionen transformierten Bakterien, die gescre- 
ent werden, 20 positive Klone den neuen Genen in den 
Expressionsvektoren, welche jedes tragen, zuzuschrei- 
ben sind, wahrend 200 positive Klone das Ergebnis einer 



Auf der anderen Seite ist cs moglich. die Sclektion- 
40 stechniken fQr irgendcine Eigenschaft, katalytischer 
oder anderer Natur zu verwenden, worin die Gegen- 
wart oder Abwcsenheit dcr Eigenschaft fQr das Oberle- 
ben der Wirtszellen, die die Expressionsvektoren ent- 
halten, die fQr die neuen Gene kodiercn, wcscntlich ist 
45 oder auch verwendet werden kann, urn diese Viren zu 
selektieren, die das gewQnschte ncuc Gen kodieren und 
exprimieren. Als nicht eingeschranktcs. aber konkretes 
Beispiel soil die Selektion der j3-Gaiactosidase-Funktion 
beschrieben werden. Ein geeignetes Klon von Z"EBG 
50 E. coli ist nicht fahig, an Lactose als einzige Kohlenstoff- 
quelle zu wachsen. Es ist deshalb nach Durchfuhrung 
der crsten oben beschricbenen Stufc moglich, eine sehr 
groQe Zahl von Wirtszellen, die durch die Expressions- 
vektoren transformiert sind, die fQr die neuen Gene ko- 
55 dieren, unter selektiven Bedingungen zu kultivieren, 
entweder durch progressive Verringerung anderer 
Kohlenstoffquellen oder allciniger Verwcndung von 
Lactose vom Start an. Wahrend der DurchfQhrung einer 
solchen Selektion erlaubt die in vivo Mutagenese durch 
60 Rekombination oder durch explizite Gewinnung der 
Expressionsvektoren und Mutagenese ihrer neuen Ge- 
ne in vitro durch verschiedene Mutagene oder durch 
irgendeine andere ubiiche Technik, anpassungsfahige 
Verbesserungen in der Fahigkeit, die gewQnschte kata- 
65 lytische Funktion zu erfullen. Wenn zur gleichen Zeit 
Selektionstechniken und zweckmaQige Bioassay-Tech- 
niken existieren, wie im vorliegenden Fall, ist es moglich, 
die Selektionstechniken anfangs zu verwenden, um die 
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Representation dcr Wirtsbakterien, die die P-gal-Funk- 
lion exprimieren, aruureichern und dann ein Screening 
auf einer Pctriplatte an X-gal-Mcdium durchzufOhrcn, 
urrt wirkungsvoll zu bestimmen, welches die positiven 
Zellen sind In Abwesenheit zweckmaBiger Bioassays ist 
die Anwendung einer progressiv genaueren Selektion 
der einfachste Weg, um ein odcr einc kieine Zahl be- 
stimmter Wirtszeilen zu reinigen, deren Expressions- 
vektoren fOr die Proteine kodieren, die die gewQnschte 
Reaktion katalysieren. 

Es ist mtfglich, diese Techniken zu verwenden, um 
neuc Proteine zu finden.die eine groBe Viclzahl struktu- 
reller und funktioneller Charakteristika neben der Fa* 
higkeit, eine spezifische Reaktion zu katalysieren, besit- 
zen. Zum Beispiel ist es mtfglich, ein Screening oder 
Selektion fur neue Proteine durchzufuhren, die an cis- 
regulativc Stellen an der DNA binden, und dabei die 
Expression einer dcr Wirtszellcn-Funktionen blockie- 
ren oder die Transkription der DNA blockieren, die 
Transkription stimulieren usw. 

Im Falle von E. coli exprimiert z. B. ein Klonmutant in 
dem Repressor des Lactose-Operons (i*) grundlegend 
die [J-gal-Funktion aufgrund der Tatsache, daB der Lac- 
tose-Operator nicht reprimiert ist Alle Zellen dieses 
Typs produzieren an Petriplatten, die X-gal-Medium 
enthalten, blaue Klone. Es ist mtfglich, solche Wirtszei- 
len mit Expressionsvektoren zu transformieren, die 
neue Proteine synthetisieren und ein Screening an 
X-gal-Petriplatten durchzufuhren, um diese Klone zu 
bestimmen, die nicht blau sind. Unter dicsen reprSsen- 
tieren einige den Fall, bei dem das neuc Protein an den 
Lactose-Operator bindct und die Synthese von p-gal 
unlerdrtlckt (reprimiert). Es ist dann mSglich, solche 
Plasmide in Masse zu isolieren, zu retransformieren, sol- 
che Klone, die kcin (3-gaI produzieren, zu isolieren und 
danach eine detaillierte PrOfung durchzufQhren. 

Wie vorstehend erwahnt, kann das Verfahren vcr- 
wendet werden, um nicht nur verwertbare Proteine zu 
schaffen und dann zu isolieren, sondern auch RNA und 
DNA als Produkte, die selbst verwertbare Eigenschaf- 
ten besitzen. Dies ergibt sich aus der Tatsache, daB auf 
der cinen Seite das Verfahren darin besteht, stochasti- 
sche Sequenzen von DNA zu schaffen, die direkt mit 
anderen zellul&ren oder biochemischen Bestandteilen in 
Wechselwirkung treten kOnnen und auf der anderen 
Seite diese in Expressionsvektoren ktonierten Sequen- 
zen in RNA transcripiert werden, die selbst fQr vicle 
biochemische Wechselwirkungen fahig sind. 

Schaffung und Selektion einer als solche verwendbaren 

RNA 



mierten Bakterien, die zur Synthese von Argin^q^bcfa- 
higt wurden, sind fahig, zu wachsen. Dicser Phenotyp 
kann entweder von einer ROckmutation des Wirtige- 
noms resultieren odcr von der Gcgenwart in der Zclle 

5 eines Suppressors. Es ist leicht, jede transformierte Ko- 
lonie zu testen, um festzustellen, ob der arg + -Phenotyp 
von der Gegenwart des stochastischen Gens in seinem 
Vektor abhangig ist oder nicht; es reicht aus, das Plas- 
mid aus seiner Kolonic zu reinigen um festzustellen, daB 

10 cs cinen arg + -Phenotyp an alien dadurch transformier- 
tcn arg E. Zellen trSgt 

Patentansprflchc 
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1. Verfahren zur HerstcIIung von RNA mit einer 
vorgegebencn Eigenschaft, welches folgende Stu- 
fen umfaBt: 

in dem gleichen Milieu werden Gene gleichzeitig 
produziert; 

die so produzierten Gene werden in Wirtszeilen 
eingebracht, um ein Ensemble transformiertcr 
Wirtszeilen zu bilden; 

die so hergestcllten unabhfcngigen KJone transfor- 
mierter Wirtszeilen werden gleichzeitig vermehrt; 
es wird ein Screening und/oder eine Selektion an 
diesem Ensemble durchgefflhrt, um die Wirtszeilen 
zu identifizieren, die die RNA mit der vorgegebe- 
nen Eigenschaft enthalten; 

die RNA aus den Kulturen der identifizierten 
Wirtszeilen wird isoliert, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Gene, die in die 
Wirtszeilen eingebracht werden, mindestens teil- 
weise aus synthctischen, stochastischen Polynu- 
kleotidcn zusammengcsetzt sind 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Eigenschaft die Fahigkcit ist, an 
einc bestimmte Verbindung zu binden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Eigenschaft die Fahigkcit ist, eine 
bestimmte chemische Reaktion zu katalysieren. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es die Eigenschaft ist, eine Transfer- 
RNA zu sein. 
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Es wird eine sehr groBe Zahl stochastischcr DNA-Se- 
quenzen angenommen, die wie beschrieben hergestellt 
und in einem Expressionsvektor kloniert wurden. Es 55 
folgt, daB die aus diesen Sequenzen in den transformier- 
tcn Wirtszeilen transkripierte RNA als solche brauch- 
bare Produkte sein ktfnnen. Als nicht einschrankendes 
Beispiel ist es moglich, ein stochastisches Gen, das fur 
einc Suppressor-Transfer-RNA (tRNA) kodiert, nach 60 
dem folgenden Verfahren zu selektieren: eine groBe 
Zahl (> 10 3 ) stochastischer Sequenzen wird in kompe- 
tente bakterielle Wirte transferiert, die eine "Nonsen- 
ses-Mutation in dem arg E Gen tragen. Diese transfor- 
mierten Bakterien werden im geringstm<5glichen Medi- 65 
um ohnc Arginin und mit dem selektiven Antibiotikum 
fur das Plasmid (Ampicillin, wenn der Vektor pUC8 ist) 
- auf eine Platte aufgeschichtet. Nur diejenigen transfor- 



